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OZET

COCUK RENAL TRANSPLANT HASTALARINDA DISKI
MIKROBiIYOTASININ DEGERLENDIRILMESI

Amagc: Transplantasyon renal replasman tedavileri i¢inde en ¢ok tercih edilen
tedavi segenegidir. Bobrek transplantasyonu, son donem bdbrek hastalarinda yasam
kalitesini biiyiik 6l¢iide arttirmakla birlikte yineleyen bakteriyel ve viral enfeksiyonlar,
tekrarlayan ya da inat¢1 ishaller, ilag diizeylerinde meydana gelen degisiklikler ve
rejeksiyonlar gibi sik hastane basvurularina yol agan sorunlari da beraberinde
getirmektedir. Bobrek transplantasyonu ile konagin bagirsak mikrobiyotasindaki
degisimin ortaya ¢ikan pek ¢cok probleme dogrudan ya da dolayli olarak neden oldugu
one stirtilmektedir. Bu ¢alismanin amaci, bobrek nakli yapilan ¢ocuklar ile saglikli
cocuklar arasindaki bagirsak mikrobiyotast ve bakteri gesitliligindeki farkliliklar:
incelemek ve bu degisikliklerin klinik izlemde ortaya ¢ikan sorunlara nasil ve ne

oranda yansidigini gostermekti.

Yontem: Bu kesitsel, gozlemsel, vaka kontrollii ve tek merkezli ¢alismaya, 7 ila
21 yas arasindaki 30 bobrek nakilli ¢cocuk (ortanca yas 15,6 yil, 15 kiz) ve yas ve
cinsiyet oran1 benzer 25 sagliklt ¢ocuk dahil edildi. Diski numunelerini toplama
sirasinda devam eden gastrointestinal enfeksiyonu olan, herhangi bir neden ile
antibiyotik ya da probiyotik kullanan hastalar ¢alismaya dahil edilmedi. Bagirsak
mikrobiyotasint degerlendirmek i¢in 16S rRNA gen dizileme teknigi kullanildi.

Sonuglar //linois yazilim dataanaliz programi ile degerlendirildi.

Bulgular: Hasta ve kontrol grubu arasinda yas, cinsiyet ve beden kitle indeksi
acisindan fark yoktu. Bakteri g¢esitlilik ve sayilar1 alfa ve beta cesitlilik
acisindan degerlendirildiginde hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark yoktu.
Buna karsilik daha ayrmtili karsilagtirmalar yapildiginda; filum seviyesinde,
Verrucomicrobiota’larin ve Proteobacteria’larin nakilli grupta anlamli oranda yiiksek

bollugu saptandi (LEfSe analizinde LDA esik degeri>2, p <0.05). Cins seviyesinde
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degerlendirme yapildiginda hasta grubunda Verrucomicrobiota, Firmicutes,
Actinobacteria ve Proteobacteria filumuna ait bazi cinslerde anlamli artma ve
Eubacteriales ve Bacteroidetes filumuna ait bazi cinslerde ise anlamli azalma saptandi
(LEfSe analizinde LDA esik degeri>2, hepsi icin p <0.05). Saptanan disbiyozisin
olasi nedenleri acisindan hasta grubu ayrintili incelendiginde; sik idrar yolu
enfeksiyonu gecirenlerde Bacilli, Enterococcaceae, Corynebacteriaceae, ishal oykiisii
olanlarda Pasteurellaceae, Haemophilus ve GFH<60 ml/dk/1,73m2 olanlarda ise
Acidaminococcus ve Clostridium cinslerinde anlamli artis saptandi. Rejeksiyon

Oykiisii olan 6 hastada ise Clostridium ve Acidaminococcus artis1 dikkat gekti.

Sonug¢: Calismamiz, pediatrik  bobrek  nakli  hastalarinin  bagirsak
mikrobiyotasindaki degisiklikleri inceleyen ve bu degisikligin klinik siireglerle
iliskisini ortaya koymaya c¢alisan az sayidaki c¢aligmadan biridir. Bobrek nakilli
cocuklarda Ozellikle cins bazinda bakteri oranlarinda anlamli degisiklikler
goriilmiistiir. Bagirsak mikrobiotasindaki bu gibi degisikliklerin 6zellikle bobrek nakli
sonrasinda klinikte sik¢a gdzlenen pek ¢ok sorunun nedeni ve/veya sonucu olabilecegi
on goriilmektedir. Bu mikrobiyotal degisikliklerin neden-sonug iliskisini ve uzun
donem prognoz tizerindeki etkilerini belirlemek icin daha kapsamli caligmalara

gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: Bagirsak, Bobrek Nakli, Cocuk, Disbiyozis, Mikrobiyom,
Mikrobiyota, Nakil, Pediatrik, Renal Transplant.
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ABSTRACT

EVALUATION OF INTESTINAL MICROBIOTA IN CHILDREN WITH
RENAL TRANSPLANTATION

Background: Transplantation is the most preferred treatment option among
renal replacement therapies. Although kidney transplantation significantly improves
the quality of life in patients with end stage kidney disease, it also brings along issues
such as recurrent bacterial or viral infections, persistent diarrhea, fluctuations in
medication levels, and rejections, leading to frequent hospital visits. Changes in the
gut microbiota of individuals undergoing kidney transplantation have been proposed
as a potential direct or indirect contributor to several complications that may occur in
the host. The aim of this study was to examine the differences in gut microbiota and
bacterial diversity between children with kidney transplants and healthy children. The
focus was on demonstrating how these changes were reflected in clinical outcomes
and to what extent they contribute to the challenges observed during medical

monitoring.

Methods: This cross-sectional, observational, case-control, and single-center
study included 30 pediatric kidney transplant recipients aged between 7 and 21 years
(median age 15.6 years, 15 females) and 25 age- and gender-matched healthy children.
Patients with ongoing gastrointestinal infections during stool sample collection or
those using antibiotics or probiotics for any reason were excluded from the study. The
assessment of the intestinal microbiota was conducted using the 16S rRNA gene
sequencing technique. The results were analyzed using the Illinois software data

analysis program.

Results: There were no significant differences in age, gender, and body mass
index between the patient and control groups. When bacterial diversity and abundance
were evaluated in terms of alpha and beta diversity, there were no significant

differences between the patient and control groups. However, more detailed
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comparisons revealed significant increases abundance in the the phyla
Verrucomicrobiota and Proteobacteria in the transplant group (LDA threshold >2 in
LEfSe analysis, p <0.05). At the genus level, compared to the control group, the patient
group showed an increase in some genera belonging to the phyla Verrucomicrobiota,
Firmicutes, Actinobacteria, and Proteobacteria, and a decrease in some genera
belonging to the phyla Eubacteriales and Bacteroidetes (LDA threshold >2 in LEfSe
analysis, all with p <0.05). Possible causes of the dysbiosis observed in the patient
group included a significant increase in species such as Bacilli, Enterococcaceae,
Corynebacteriaceae, Pasteurellaceae, Haemophilus, Acidaminococcus, and
Clostridium in individuals with a history of frequent urinary tract infections, diarrhea,
and GFR <60 mL/min/1.73m?. Notably, patients with a history of rejection showed an

increase in Clostridium and Acidaminococcus.

Conclusion: Our study is one of the few in the literature to examine changes in
the gut microbiota of pediatric kidney transplant recipients and to attempt to elucidate
the relationship between these changes and clinical processes. Of particular note are
the significant alterations observed in bacterial compositions, especially at the genus
level, observed in children with kidney transplantations. It is anticipated that such
changes in the gut microbiota may be causative and/or consequential factors for
commonly observed clinical issues following kidney transplantation. Comprehensive
studies are needed to further elucidate the cause-effect relationship of the microbiota

changes and their impact on long-term prognosis.

Keywords: Child, Dysbiosis, Gut, Intestine, Kidney, Microbiome, Microbiota,

Pediatric, Renal Transplant, Transplantation.
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1. GIRIS

Kronik bobrek hastaligit (KBH), bobregin tiim fonksiyonlarinda kronik ve
ilerleyici olabilen bozulma hali olarak tanimlanir. Son agsamasi olan son dénem bobrek
hastaligi (SDBH), hayati siirdiirmek igin renal replasman tedavisi (RRT) gerektiren
ciddi bir durumdur. Transplantasyon, renal replasman tedavileri i¢cinde 6nemli bir
tedavi secenegidir. Sag kalimi uzatip, yasam Kkalitesini iyilestirir (1), ancak

transplantasyon sonrast pek ¢ok problem de beraberinde gelmektedir.

Bobrek transplantasyonu ile konagin bagirsak mikrobiyotasindaki degisimin
ortaya ¢ikan pek cok probleme dogrudan ya da dolayli olarak sebep oldugu 6ne
stiriilmektedir. Mikrobiyota, insan viicudunun 6zellikle belirli bolgelerinde yerlesmis
ortak yasam alanimi paylasan mikroorganizma topluluklaridir. Bakterilerin yan1 sira
archaea, Okaryotlar ve viruslar1 da kapsar. Mikrobiyom ise kalict mikroorganizma
topluluklarinin gen ve gen iiriinleri (RNA, proteinler, metabolitler) dahil olmak iizere
timiinii ve mikrocevre ile iliskisini kapsayan biitiinii ifade eder. Mikrobiyotay1
etkileyen temel ozellikler bagirsak bariyer dayanikliligi, bariyerin fonksiyonunun
korunmasi ve mikroorganizma cesitliligidir. Bu cesitliligi etkileyen baslica nedenler;
dogum sekli, anne siitii alimi, ek gidaya gec¢is zamani, beslenme sekli, kentsel/kirsal
yasam alan1 ve ila¢ kullanimidir. 2013 ve 2017 yillarinda iki fazli olarak yapilan Insan
Mikrobiyom Projesi kapsaminda, mikrobiyotadaki mikroorganizma sayisinin insan
hiicre sayisinin yaklagik 10 katindan fazla oldugu, mikrobiyal genomun ise insan
genomunun 300 katindan fazla oldugu agiklanmis ve belirli hastaliklarla iliskisi de

takip eden caligmalarla gosterilmistir (2).

Viicudun farkli bolgelerinde spesifik bakteri yogunluklar1 gozlenmektedir.
Intestinal florada ise firmicutes, bacteroidetes, proteobacteria ve actinobacteria olmak
izere Ozellikle 4 bakteri ailesinin hakimiyeti sz konusudur. Pek ¢ok farkli sebeple
mikrobiyotanin etkilenip belirli bakteriyel gruplarin bolluklarinda degisiklikler sonucu
“disbiyozis” ortaya ¢ikar. Disbiyozis, konak fizyolojisini etkileyerek klinikte

karsimiza kronik hastaliklar, otoimmiin hastaliklar, néropsikiyatrik hastaliklar, cilt



hastaliklar1 ve obezite seklinde ¢ikabilmektedir. Disbiyozis durumunda intestinal
epitelde meydana gelen inflamasyon ve intestinal kaynakli agiga ¢ikan toksik
maddeler hem arteriovendz sistemi etkileyip hem de mezengioproliferatif bir siire¢
baslatarak bobrekleri etkilemektedir (3). Intestinal kaynakli agiga ¢ikan baslica toksik
maddeler; karbonhidratlarin fermantasyon {iirtinii (CHO), kisa zincirli yag asitleri
(SCFAs), protein yikim firiinleri (p-cresol, indole), kolin ve L-karnitin metabolitleri
olan trimetilamin (TMA) ve trimetilamin-N-oksit (TMAQO)’tir. Kisa zincirli yag
asitlerinin mikrobiyotaya olumlu etkileri varken protein fermantasyon iirlinleri ve
ozellikle TMAQO’nun kronik kalp hastalig1 ve kronik bobrek hastaligi progresyonu ile
iligkisi gosterilmistir (4). Bagirsak ve bobrekler cift yonlii bir etkilesim i¢indedir.
Disbiyozis sonucu intestinal kaynakli artan toksinler, mevcut inflamatuar siirecin
artmas1 ve bakteriyal dengenin bozulmasi ile bobrek hasarina yol agar (5,6). Diger
yandan bobrek hasar1 sonucu olusan tiremi, oksidatif stres, fosfor ve potasyum kisith
diyetler ve kullanilan antibiyoterapiler intestinal florayr olumsuz etkileyerek
disbiyozise sebep olmaktadir (7,8). Bobrek nakli olan hastalarda ise bu etkilenim ilag
doz degisiklikleri, diyare, enfeksiyon ve rejeksyon riskinde artig olarak karsimiza

cikmaktadir (9—11).

Bobrek nakilli gocuklarda bagirsak mikrobiyotasindaki degisimi ve bunun klinik
yansimalarini1 degerlendiren ¢alisma sayist kisithdir. Siklikla erigkin ¢aligmalarindan
bilgi edinilmektedir. Bu c¢alisma ile en az 1 yil dncesinde transplante olmus 7-20 yas
arasindaki ¢ocuklarda bagirsak mikrobiyotasindaki degisimi ve artan rejeksiyon, idrar
yolu enfeksiyonu, diyare ve ila¢ diizeyi degiskenlikleri ile iliskisini ortaya koymak

amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kronik Bobrek Hastahg:

2.1.1. Tanim ve Siiflama

Kronik bobrek hastaligi, bobregin tiim fonksiyonlarinda kronik ve ilerleyici
olabilen bozulma hali olarak tanimlanir. Son déonem bobrek hastaligina dek ilerleyen
bu bozulma ile bobregin endokrin, metabolik fonksiyonlar1 ve sivi-elektrolit dengesini
ayarlamadaki rolii etkilenmis olur. Bobrek fonksiyonlarindaki bu etkilenmenin
derecesini gostermek amaciyla klinikte en sik kullanilan parametre glomeriiler
filtrasyon hizi (GFH)’dir ve fonksiyone bdbrekte glomeriillerden birim zamanda
stiziilen plazma miktarini ifade eder. Soliit maddelerin klirensini yansitan bu parametre
dogrudan o6l¢iilemediginden siklikla serum kreatinin konsantrasyonu kullanilarak
tahmini bir deger olarak hesaplanmaktadir (12). Kronik bobrek hastaligi, GFH’ na gore
KDIGO tarafindan 5 evrede derecelendirilmistir (Tablo 1) (13). Evre 5 KBH, SDBH
olarak adlandirilir ve GFH <15 ml/dk/1,73m? veya RRT ne ihtiya¢ duyulmasi olarak
tamimlanir. Ozellikle son déneme ulasmis ¢ocuklarda artmis morbidite ve mortalitenin
yaninda bilylimenin, psikososyal uyumun da etkilenmesi sebebiyle yasam kalitesi
onemli Ol¢lide bozulmustur.  Renal transplantasyon, renal replasman tedavi

seceneklerinden biridir. Sag kalimi uzatir ve yasam kalitesini iyilestirir (1).

Tablo 1. Kronik Bébrek Hastaliginda Evreleme (13)

‘ Evre Kategori GFH (ml/dk/1,73m2) ‘ Isimlendirme

Evre 1 >90 Normal ya da yiiksek
Evre 2 60-89 Hafif azalmis

Evre 3a 45-59 Hafif-orta azalmis
Evre 3b 30-44 Orta-agir azalmig
Evre 4 15-29 Agir azalmig

Evre 5 <15 Son dénem bdobrek hastalig

GFH; glomeriil filtrasyon hizi



2.1.2. Epidemiyoloji

Cocukluk doneminde KBH evrelerinin epidemiyolojik verileri olduke¢a kisithdir.
Bu durum, hastaligin erken donemlerinde tanilanma oranlarindaki diisiiklik ile
iliskilidir. Erigkinlere kiyasla daha az siklikta gozlense de arastirmalarda ¢ocukluk
cagindaki KBH prevalanst milyonda 15-74,7 aralifinda izlenmektedir (14).
Yapilabilen smirli sayida calismada KBH insidanst {ilkelere gore farkliliklar
gostermektedir. KBH Evre 3-4 icin Avrupa iilkelerinin verileri yasa bagh
popiilasyonda milyonda 11-12, KBH Evre 4-5 i¢in milyonda 8 olarak bildirilmistir.
Ispanya ve Italya verilerine gére ise prevalansi milyonda 55-60 ila 70-75 arasinda
degiskenlik gostermektedir. Orta Dogu ve Giiney Dogu Asya’da KBH insidansi yasa
bagli popiilasyonda milyonda ortalama 38 olarak bildirilmistir. Latin Amerika tilkeleri
icin ise rakamlar 2,8-15,8 araligindadir. Giiney Afrika’daki insidans verileri milyonda
1-2 ile tahmin edilenin olduk¢a altinda rakamlarla sunulmustur (15-21). Tirkiye
verilerine gore KBH insidanst yasa bagli popiilasyonda milyonda 10,9 olarak, bir

baska ¢alismada ise prevalans yiizde 3,47 olarak bildirilmistir (22,23).

Son donem bobrek hastaligi insidans ve prevalans verileri ise {ilkelerin
gelismislik diizeyleri ile ters orantilidir. Gelismekte olan pek c¢ok iilkede saglik
hizmetine erisimdeki yetersizlikler bu rakamlara dogrudan yansimaktadir. Bu sebeple
RRT altindaki ¢ocuk hastalarin ortalama %80’t Kuzey Amerika, Avrupa ve
Japonya’dandir. Cocukluk caginda RRT insidanst 11 Avrupa iilkesi arasinda ve
Avustralya'da yasa bagli popiilasyonda milyonda 9,5 iken Amerika Birlesik
Devletleri'nde 15,5 olarak raporlanmigtir. Tiim bu verilerle 2008'de, 20 yasindan
kiigtik cocuklarda ortanca RRT insidansi yasa bagl popiilasyonda milyonda 9 olarak
bildirilmigtir (17).

2.1.3. Etiyoloji

Kronik bobrek hastaliginin etiyolojisi ¢ocuklarda eriskinlerden ¢ok farklidir.
Erigkinlerde ana sebepler diyabet ya da hipertansiyon iken ¢ocuklarda ilk sirada
konjenital anomaliler gelir (12). Cocuklarda en sik sebepler bobrek ve idrar yollarinin
konjenital anomalileri (CAKUT), konjenital nefropatiler ve glomeriilonefritlerdir. Alt1

yasindan kiiclik ¢ocuklarda en sik neden CAKUT iken, alt1 yasindan biiyiik ¢cocuklarda



glomeriilonefritler 6nde gelen nedenlerdir (17). Bunun yaninda etiyolojiyi genetik,

cevresel ve kiiltiirel faktorler de etkiler (14).

2.1.4. Kronik Bobrek Hastalig1 Progresyonu

Ciddi orandaki nefron kaybinin ardindan, bobrek hasarini baslatan asil olaydan
bagimsiz ikincil nedenlerin de katkisiyla SDBH gelisir. Bobrekteki bu hasar,
glomeriiler skleroz, interstisyel fibrozis, peritiibiiler kapiller kayb1 ve tiibiiler atrofi ile
sonuclanir (24). Progresyona katkida bulunan cesitli risk faktorleri arasinda genetik
yapi, yas, puberte, diisiik dogum agirlig1 gibi degistirilemez risk faktorlerinin yaninda
hipertansiyon, proteiniiri, dislipidemi, anemi, elektrolit bozukluklar1 ve obezite gibi
degistirilebilen risk faktorleri yer alir (25-28). Kan basincinin yakin kontrolii,
proteiniirinin azaltilmasi ve obezitenin dnlenmesinin KBH olan ¢ocuklardaki bobrek

hasarmin ilerlemesini yavaslattig1 gdsterilmistir (29).

2.1.5. Son Donem Bobrek Hastahi@inda Tedavi Secenekleri

Kronik bobrek hastaliginin erken donemde tanilandirilip tedavi baglanmasi,
hastaligin ilerlemesini yavaslatsa da KBH olan bircok c¢ocukta, ¢ocukluk c¢aginda
SDBH gelisebilir. Glomeriiler filtrasyon hiz1 15 ml/dk/1,73 m2'nin altina diistiigiinde
ve/veya aniiri, tedaviye direngli hipertansiyon, elektrolit anormallikleri, tiremik
semptomlar, norolojik bulgular gelistiginde renal replasman tedavilerine baglanir (30).
Renal replasman tedavileri, periton diyalizi (PD), hemodiyaliz (HD) ve bobrek nakli
olmak iizere ii¢ farkli sekilde yapilabilir. Bu tedavi yontemlerinden hangisinin tercih
edilecegi, hastanin yasi, sosyokiiltiirel diizeyi, tedavi merkezinin deneyimi ve iilkelerin

saglik hizmetlerine ulagim olanaklarina bagli olarak degisiklik gostermektedir (31,32).

Bobrek nakli giintimiizde SDBH’da en seckin tedavi yontemidir. Bobrek nakli
HD ve PD’ye gore yasam siiresini uzatmasi, hastaneye yatis oranlarini azaltmasi ve
yasam kalitesini arttirmasi yonleri ile avantajlidir. Nakil tercih edilen ve hatta
hedeflenen bir yontemdir (33). Ancak bunun yanisira nakil sonrast pek ¢ok problem
de beraberinde gelmektedir. Nakil sonras1 uzun donem bagisiklik baskilayici ajanlar
kullanilmas: ile artan enfeksiyonlar ve dolayisiyla yine uzun donem kullanilan

antibiyotikler ile bagirsak florasinda bozulmalar meydana gelir (1,34). Bobrek nakilli



hastalarin beste birinde kronik diyarelerin, abdominal sikayetlerin varligi nakil

sonrasinda yasam kalitesindeki diisiisle iligkilendirilir (1).

2.2. intestinal Mikrobiyota

2.2.1. Tanimlar

Mikrobiyota, insan viicudunun &zellikle belirli bolgelerinde yerlesmis ortak
yasam alanini paylasan mikroorganizma topluluklaridir. Bakterilerin yani sira archaea,
okaryotlar ve viruslari da kapsar. 2013 ve 2017 yillarinda iki fazli olarak yapilan insan
Mikrobiyom Projesi kapsaminda, mikrobiyotadaki mikroorganizma sayisinin insan
hiicre sayisinin yaklagik 10 katindan fazla oldugu, mikrobiyal genomun ise insan

genomunun 300 katindan fazla oldugu agiklanmstir (2).

Mikrobiyom ise bu kalict mikroorganizma topluluklarinin gen ve gen iiriinleri
(RNA, proteinler, metabolitler) dahil olmak iizere tiimiinli ve mikrogevre ile iliskisini
kapsayan biitiinii ifade eder (35,36). Insan mikrobiyomu yasamin ilk yillarindan
itibaren cesitli faktorlerle degisip farklilagiyor olsa da pek ¢ok patolojik siire¢ ve
hastalikla iligkisi ¢alismalarla gosterilmistir (2,37). Saglikli bir mikrobiyota “6biyozis”
olarak adlandirilir. Ancak farkli sebeplerle mikrobiyotanin etkilenip belirli bakteriyel
gruplarin bolluklarinda meydana gelen degisiklikler sonucu ortaya ¢ikan bozulmus

mikrobiyota ise “disbiyozis” olarak adlandirilir (38,39).

Intestinal mikrobiyotaya ait mikroorganizmalar, insan viicudunda kolonize halde
varliklarini stirdiirmektedir. Bu ikili yasam tarzi, simbiyotik bir iligkiyi gosterir (40).
Bir yandan mikroorganizmalar, yasamsal destek saglarken diger yandan insan
viicudunda gen ekspresyonu, mukozal bariyer olusturma, sindirim, emilim,

detoksifikasyon, enflamatuar ve immun siireclerde aktif rol oynamaktadir (41).

2.2.2. Mikrobiyotay1 Olusturan Faktorler

Intestinal mikrobiyota, insanlarda dogum anindan itibaren sekillenmeye baslar.
Vajinal dogumla diinyaya gelen bebeklerde, anne genitoiiriner sistemindeki

mikroorganizmalarla etkilesimde bulundugundan sezaryenle dogan bebeklere kiyasla



bagisiklik sistemi daha giiclii kabul edilmektedir (42—44). Beslenme seklinin
mikrobiyota lizerine etkileri yapilan calismalarda gosterildi. Anne siitii kullanimin
formiila mama ile beslenen yenidoganlara gére yasamin ilerleyen donemlerinde alerjik
hastaliklar, sik enfeksiyonlar ve/veya emilim problemleri agisindan koruyucu oldugu
gosterildi (45). Bu faktorlerin yanisira mikrobiyotayr ek gidaya gegis zamani,
beslenme icerigi, kentsel / kirsal yasam alani ve ila¢ kullanimmin da etkiledigi

bilinmektedir (43,46).

Intestinal mikrobiyota tiim bu etkenlerde birlikte farklilasarak eriskin doneme
ulagildiginda Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria ve Actinobacteria olmak {izere
ozellikle dort major bakteri ailesinin hakimiyeti s6z konusu olur (47). Eriskin donemde
kronik hastaliklar, kullanilan ilaglar ya da yapilan diyetler ile bu farklilasma devam
etmekte ve ileri yaslarda sik rastlanan gastrointestinal sorunlarla iligkilendirilmektedir

(48).

2.2.3. Mikrobiyotay: Etkileyen Faktorler

Mikrobiyota parmak izi gibi, her bireyde kisisellestirilmis ve bireyler arasinda
farkliliklar gosteren essiz bir yapiya sahiptir. Bu yapi, yasamin ilk yillarinda
sekillendikten sonra kisisel, sosyokiiltiirel, beslenme ve genetik Ozelliklere bagh
olarak farkliliklar gosterir. Bireyin diyet sekli, yasadig1 ¢evre, birlikte yasadigi birey
sayisi, bulundugu toplumun beslenme o6zellikleri ve sosyoekonomik durumu gibi
degisken bir¢ok faktor biiyiik dl¢iide etkileyebilir. Bunlarin yani sira kisinin kronik
hastaliklari, ila¢ kullanim ge¢misi (ilag tiirti, siklig1, stiresi vb.) gibi ¢esitli faktorlere

bagli olarak da degisiklik gosterebilir (46).

2.3. Bobrek ve Mikrobiyota

Bagirsak ve bobrekler ¢ift yonlii bir etkilesim igindedir. Disbiyozis, artan
intestinal kaynakli toksinler, mevcut enflamatuar siirecin artmasi ve bakteriyal
dengenin bozulmas: ile bobrek hasarina yol agar (5,6). Diger yandan bobrek hasari
sonucu olusan iiremi, oksidatif stres, fosfor ve potasyum kisitl diyetler ve kullanilan
antibiyoterapiler intestinal floray1 olumsuz etkileyerek disbiyozise sebep olmaktadir

(7,8). Disbiyozis durumunda intestinal epitelde meydana gelen enflamasyon ve



intestinal kaynakli agiga ¢ikan toksik maddeler hem arteriovenoz sistemi etkileyip hem
de mezengioproliferatif bir siire¢ baslatarak bdbrekleri etkilemektedir (3). Intestinal
kaynakli agiga ¢ikan baslica toksik maddeler; karbonhidratlarin fermantasyon {iriinii
(CHO), kisa zincirli yag asitleri (SCFAs), protein yikim fiirlinleri (p-cresol, indole),
kolin ve L-karnitin metabolitleri olan trimetilamin (TMA) ve trimetilamin-N-oksit
(TMAO)’tir. Kisa zincirli yag asitlerinin mikrobiyotaya olumlu etkileri varken protein
fermantasyon {rlinleri ve Ozellikle TMAO’nun KBH progresyonu ile iligkisi

gosterilmistir (4).

Calismalarin ¢ogu eriskin kaynakli olsa da az sayida ¢ocuk hastada yapilan
caligmalar KBH’da bagirsak mikrobiyotasinin degistigini ve bagirsak gecirgenliginin
arttigin1 géstermistir (49). Disbiyozisin inflamatuar siire¢ler ve immiin sistem {izerine
etkileri gosterilmistir (50). Intestinal mikrobiyotadaki bu farklilasmanin HD, PD ve
bobrek nakli olmus hastalardaki etkisi arastirilmis; yasam kalitesinde azalma, g¢esitli
enfeksiyonlarda artma, immiinsiipresif ajan dozlarinda ani dalgalanmalarla iligkisi

ortaya konmustur (1,11,51).

2.3.1. Bobrek Nakli ve Mikrobiyota

Son donem bobrek hastaligi tedavi modalitelerinden olan bobrek nakli yeniden
islev kazanan bobrek fonksiyonlar1 agisindan her ne kadar yiiz giildiiriicii sonuglari
olsa da solid organ transplantasyonu bir¢ok sorunu beraberinde getirmektedir. Nakil
sonrasinda uzun siireli kullanilan immiinstipresif ajanlar, koruyucu ya da tedavi edici
olarak kullanilan c¢esitli antibiyotiklerin intestinal mikrobiyotada degisikliklere yol
actig1 gosterilmistir (51,52). Bu degisikligin nakil sonrasi karsilasilan kronik diyareler,
idrar yolu enfeksiyonlari, rejeksiyonlar ve ila¢ doz degisiklikleri ile olan iligkisi de
incelenmistir (9-11,50).  Ancak bu kanitlar daha c¢ok erigkin calismalarina

dayanmaktadir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma grubu

Bu c¢aligma igin, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Cocuk Nefroloji polikliniginden izlenen ve SDBH tanisi ile bobrek nakli yapilmis olan
7-21 yas aras1 35 hasta degerlendirmeye alindi. Bunlardan 5’1 diski 6rneklerinin
toplandig1 sirada aktif enfeksiyonu ve antibiyotik tedavisi kullanimi olmasi nedeni ile
calismaya dahil edilmedi. Kontrol grubu olarak benzer yas ve cinsiyette, bobrek
fonksiyon testleri normal ve ¢alismaya katilmay1 kabul eden 28 saglikli cocuk alindi.
Ancak 3’1 digki 6rneklerinin toplandigi sirada probiyotik kullanim dykiisii oldugundan

caligmaya dahil edilmedi (Sekil 1).

_______________

f Dislanan hasta

{ Aktif enfeksiyon ve

: antibiyoterapi kullanimi
t

4

(SN ) SIE S
1
1
( Hasta grubu ) : / )
Aktif izlenen 7-21 yas : incelemeye alinan Analiz i¢in uygun
boébrek nakilli hasta Nakil zamani 2 1 yil 1 diski numuneleri digki numuneleri
(n=50) Calismayi kabul eden (n=30) (n=30)
\ (=25 4 . 4
@ N
a Kontrol grubu ) 3
Nakilliler ile benzer Incelemeye alinan Analiz i¢in uygun
yas ve cinsiyette diski numuneleri diski numuneleri
Saglikh cocuklar ! (n=25) (n=25)
(n=28)
. A J
|

_______________

Dislanan kontrol 1
Probiyotik kullanimi 1
(n=3) !

Sekil 1. Calismaya Dahil Edilen Hasta ve Kontrol Grubunu Gosteren Akis Semasi

Calismaya Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu onayr (28.07.2022 tarih ve 441792 sayili belge) sonrasinda baslandi.
Calismaya katilan goniilliiler ve aileleri ayrintili bilgilendirildi. Tiim hasta ve saglikli
kontrollerden ve tiimiiniin bakim veren sorumlu ebeveyninden aydinlatilmis onam
alindi.  Calisma Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Bilimsel Arastirma Projeler

Koordinasyon Birimi tarafindan (Proje ID: 36777) desteklendi.



3.1.1. Cahsmaya Alinma Olgiitleri

e (Calisma sirasinda 7-21 yas arasinda olmak

e Enaz 1 yildir bobrek nakli ve fonksiyone greft ile izleniyor olmak

3.1.2. Cahsmadan Dislanma Olgiitleri

e Transplantasyon dncesi SDBH disinda kronik hastaligi bulunmasi
e Malignite ve kemoterapi Oykiisiiniin bulunmasi

e Diski 6rnek alimi sirasinda aktif enfeksiyon saptanmasi

e Diski 6rneklerinin toplandigi sirada antibiyotik kullanim dykiisii
e Diski 6rneklerinin toplandigi sirada probiyotik kullanim dykiisii

e Hasta ve yakini tarafindan ¢aligmaya katilimin kabul edilmemesi

e (Caligmada yapilacak tetkiklerin tamamlanamamasi

3.2. Cahismada Kullamilan Yontemler

Calismaya dahil edilen hastalarin hepsi asagida ayrintili agiklanan klinik ve

laboratuvar verileri ile degerlendirildi.

3.2.1. Klinik Bilgiler

Hastalarin dogum tarihi, cinsiyeti, dogum sekli, beslenme diizeni, primer bobrek
hastalig1, primer hastaligin tan1 yasi, KBH tan1 zamani, RRT baglangig tarihi, bobrek
nakli zamani, kullanmakta oldugu ilaglar ve bunlara ait diger klinik veriler
dosyalarindan kaydedildi. Bobrek nakli yapilan hastalarin nakil sirasindaki
antropometrik dl¢iimler ve viicut kitle indeksi (VKI), HLA (Human Lokosit Antijeni)
doku uyumu, dondr tipi, indiikksiyon ve immiinsiipresif tedavileri, nakil sonrasi
rejeksiyon Oykiisii ve tarihi, rejeksiyon tipi, rejeksiyon siirecinde verilen tedaviler,
nakil sonrasi gegirilen idrar yolu enfeksiyonu ve uzamis ishal Oykiileri, hasta
dosyalarindan kaydedildi. Saglikli kontrol grubuna dahil edilen g¢ocuklarin ise
cinsiyeti, yas1, boy, kilo ve VKI, dogum sekli, beslenme 6zellikleri kaydedildi.
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Antropometrik dlgiimler ve VKI’nin standart deviasyon degerleri (SDS), Neyzi
ve ark. (53) tarafindan olusturulan ulusal referans verilerine gore hesaplandi. VKI > 2
SDS olan hastalar obez olarak tanimlandi. Allograft rejeksiyon, transplant sonrasi akut
ya da kronik herhangi bir donemde grefte yonelik immunolojik zararlanma ile birlikte
allograft fonksiyonlarmin bozulmasi olarak tanimland: (54). Idrar yolu enfeksiyonu
(IYE), kusma, ates, diziiri gibi semptomlarimn eslik ettigi, piyiiri ve idrar kiiltiiriinde
anlamli bakteri iiretilmesi olarak tanimlandi (55). Bagirsagin sindirim, emilim ve
emilim sonrasi siireclerdeki bozukluklar: ile digkilamanin siklifinda artis ve disk

kivamindaki azalma ishal olarak tanimlandi (56).

3.2.2. Laboratuvar Verileri

Hastalar, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Nefroloji polikliniginde takipte
oldugundan ti¢ ayda bir yapilan rutin poliklinik kontrolleri sirasinda ¢aligmaya dahil
edildi. Rutin laboratuvar sonuglar [iire, kreatinin, ila¢ diizeyleri ve CRP (C-Reaktif
Protein)] hastalarin son vizitlerine ait kayitlardan elde edildi. Tahmini GFH, serum

kreatinin diizeyi kullanilarak modifiye Schwartz formiilii ile hesaplandi.

3.2.3. Numunelerin Toplanmasi, Saklanmasi ve Transferi

Calisma sirasinda hasta ve saglikli kontrol grubundan yaklasik 25 mg disk:
ornegi kasikli steril kaplara alindi. Bu 6rneklerden digki orta boliimii steril kaba
ayrilarak daha sonra g¢alisilmak iizere -80°C’de saklandi. Numuneler 16S rRNA
dizileme metodu ile mikrobiyota analizi yapilmak {izere sogutma sistemleri ile

Teknogen Biyomiihendislik ve Teknolojik Sistemler A.S yetkililerine teslim edildi.

3.3. Cahismada Kullanilan Gaita Analiz Yontemi

Disk1 numunelerinin her biri i¢in kullanilan kitler ile 16S rRNA dizileme metodu
kullanilarak bakteriyal 16S geni kiigiik ribozomal alt iinitenin sekonder yapisinda yer

alan 9 hiperdegisken (V1-V9) bolge iizerinden taksonomik siniflama bilgileri edinildi.
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3.3.1. Gaita orneklerinden DNA izolasyonu

Digki numuneleri DiaRex® Stool Genomic DNA Extraction Kit (Kat No: SD-
0323, Ankara) kullanilarak yapildi. Kisaca 25-50 mg digki numunesi {izerine 250pl
Stool Lysis (SLD) soliisyonu eklendi. Ardindan iizerine 15mg cam ve 10 adet zirkon
boncuk eklenerek homojenizator cihazinda 4000 rpm 2 x 20 saniye uygulama yapildu.
Homojenizasyondan sonra tizerine 25l Proteinaz K (PKD) soliisyonu eklendi ve 56
°C’de 60 dakika inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon sonunda tiim igerik 5000 g’de 5
dakika santrifiij yapilarak siipernatant yeni tiipe aktarildi. Stipernatant iizerine 200pl
Lysis (LBD) soliisyonu eklendi ve 70 °C’de 10 dakika inkiibasyon yapildi.
Inkiibasyonun ardindan lizata 250 pl mutlak etanol eklendi ve tiim igerik kolona
aktarildi. Kolon 8000 g x 1 dakika santrifiij yapildiktan sonra yeni tiipe aktarildi.
Ardindan kit protokoliine gére yikamalar yapildiktan sonra 100ul Eliisyon (EBD)
soliisyonu eklendi ve 2 dakika inkiibasyondan sonra 8000 g x 1 dakika santrifiij

yapilarak genomik DNA elde edildi.

3.3.2. 16S rRNA Sekans Analizi

16S V3-V4 (Klindworth A, Pruesse E, Schweer T, Peplles J, Quast C, vd.
(2013)) bolgeleri, Illumina tarafindan yayinlanan protokol kullanilarak amplifiye
edildi (16S Metagenomik Dizi Kiitiiphanesi Hazirlama, Illumina, Par¢a # 15044223
Rev. B). Amplifiye edilmis ve indekslenmis kiitiiphaneler, iiretici talimatlarina
uyularak AmpureXP (Beckman Coulter, ABD) boncuklar1 ile saflagtirildi.
Saflastirmadan sonra kiitiiphane miktar1 Qubit 3.0 (Therm Fisher, ABD) ile 6l¢iildii ve
kiitiiphanenin molaritesi yine ayn1 protokolde Illumina tarafindan saglanan algoritma
kullanilarak hesaplandi. Protokolii takip ederek ornekler, 4nM'ye normalize edildi ve
havuzlandi. Havuzlanan kiitiiphane, iiretici talimatlarina uyularak Illumina reaktan kiti

ile birlestirildi.

3.4. Cahsmada Kullanilan istatistiksel Yontemler

Bu c¢alismada, kategorik degiskenlere ait tanimlayici veriler, say1 ve yiizde
olarak (n, %); stirekli degiskenler ise ortalama (£SD) veya ortanca (min-max) seklinde

ifade edildi. Siirekli verilerin analizine ge¢gmeden Once, normal dagilima uyup
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uymadigint belirlemek amaciyla Shapiro-Wilk testi uygulandi. Normal dagilim
gostermeyen veriler i¢in ikili grup karsilastirmalarinda Mann-Whitney U testi, ii¢ veya

daha fazla grup karsilastirmalarinda ise Kruskal-Wallis testi kullanildu.

Stirekli degiskenlerin birlikte nasil bir seyir gosterdigini degerlendirmek igin
korelasyon analizi ger¢eklestirildi. Verilerin normal dagilim gostermedigi durumlarda
Spearman korelasyon analizi tercih edildi. Tiim istatistiksel analizlerde, %5 tip 1 hata
ve %095 gliven aralif1 ¢ergevesinde istatistiksel anlamlilik diizeyi p <0,05 olarak kabul
edildi. Calisma verileri, Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for Windows
version 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yazilim programi kullanilarak
degerlendirildi.

3.4.1. Biyoinformatik Analizler

Cift yonlii (2x250) Illimuna okumalar1 qiime2 sistemine yiiklendi (57). 1lk
olarak biitlin numunelerin birbirine yakin 100X derinlik {izerinde oldugu tespit edildi
ve bu asamada hicbir numune ¢alisma dis1 birakilmadi. Kalite temizlemesi, kimera
deteksiyonu qiime2 iizerinde DADA2 algoritmast (via q2-dada2) kullanilarak
gerceklestirildi (58). Kalite skoru ¢ogunlukla 30’un altinda olan kisimlar disarida
birakilarak ASV’ler (Amplicon Sequence Variants) olusturuldu. Elde edilen ASV’ler
Silva 138 (https://www.arb-silva.de/documentation/release-138/) veritabani ile
haritalanarak taksonomik tablolar olusturuldu (59,60). Veri gorsellestirme ve
biyoistatiksel analizler i¢in qiime2 ile olusturulan dosyalar R 4.1 programlama dili R
studio kullanilarak isleme alindi (61). Bir 6rnekteki ilgili taksonomik birimlerin
cesitliligini degerlendirmek icin kullanilan alfa cesitlilik degerlendirmesi, Chaol,
Shannon ve Simpson dahil olmak iizere ii¢ farkli indeks kullanilarak yorumlanda.
Gruplar arasindaki p degerleri Kruskal-Wallis testi ile hesaplandi (62). Bireyler
arasindaki taksonomik farkliliklar1 degerlendirmek i¢in kullanilan beta cesitlilik
analizleri, Jaccard, Bray-Curtis, agirlikli ve agirliksiz Unifrac temel alinarak
hesapland1 (63). Taksonomik olarak gruplar arasinda diferansiyel bolluk analizleri
DeSeq2 paketi kullanilarak tespit edildi (64). LEFSe (Linear Discriminant Analysis
Effect Size) analizi ile gruplar arasindaki en temel farkliliklar LDA skoru log2’den
fazla olacak ve p <0,05 istatistiksel anlaml1 sekilde tespit edildi (63,65,66).
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Grubunun Demografik ve Klinik Ozellikleri

Calismaya dahil edilen 30 bobrek nakilli ¢ocuk hastanin ortanca yas1 16 (7,4 -
20,8) yil, kiz erkek orani 15/15 idi. Hastalarin ortanca RRT baslangi¢ yast 5,6 (0,1 -
15,2) yil idi. Pretransplant RRT olarak; 12 hastada (%40) hemodiyaliz, 17 hastada
(%57) periton diyalizi ve 1 hasta (%3) diyaliz programina alinmadan (preemptif)
bobrek nakli yapilmisti.

Ortanca nakil yast 9,4 (2,6 - 17,4) yil idi. Onii¢ hasta canli dondrden 17’si ise
kadavradan bobrek nakli olmustu. Nakil sonrasi gecen ortanca siire 6,7 (1,1 - 14,4) yil
idi. Onbir hastanin (%36,6) nakil sonrasi gecen siiresi 1 ila 5 yil, 14 hastanin (%46,6)
5ila 10 y1l ve 5 hastanin (%16,6) 10 yilin lizerinde idi. Toplam 6 hastada rejeksiyon
oykiisii mevcuttu. Iki hastada 2 rejeksiyon atag, diger 4 hastada ise 1 atak goriilmiistii.
Bunlarin hepsi T hiicre aracili rejeksiyondu. Ve hicbiri ¢alisgmadan onceki 6 ay
igerisinde degildi. Hastalarin ortanca GFH 68,3 ml/dk/1,73 m? idi. Oniki hastanin
(%40) GFH 60 ml/dk/1,73 m? altinda idi. Bobrek nakilli hastalarin demografik ve
klinik 6zellikleri Tablo 2’de gosterilmistir.

Hasta ve saglikli kontroller arasinda yas, cinsiyet, VKI ve VKI-SDS’leri
acisindan anlamli fark yoktu (Tablo 3).
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Tablo 2. Bobrek Nakilli Hastalarin Demografik ve Klinik Ozellikleri*

‘ Bobrek nakilli hasta, n

30

Yas, yil 16 (7,4 - 20,8)
Kiz / Erkek, n (%) 15 (50) / 15 (50)
VKI, kg/m? 20,7 (13,6 - 39)
VKI-SDS -0,1(-2,5-4,0)
RRT baslangig yasi, yil 5,6 (0,1 - 15,2)
Pre-transplant RRT siiresi, yil 2,05 (0 - 8,6)
Pre-transplant RRT tipi, n (%)

Hemodiyaliz 12 (40)
Periton diyalizi 17 (57)
Pre-emptif transplant 1(3)

Nakil yast, yil 9,4(2,6-174)
Nakil sonrasi gegen siire, yil 6,7 (1,1 -14,4)
Canli / kadavra donor, n (%) 13 (76) /17 (24)
Rejeksiyon oykiisii, n (%) 6 (20)
ishal 6ykiisii, n (%) 14 (46)
Idrar yolu enfeksiyonu &ykiisii, n (%) 16 (53)
GFH <60 ml/dk/1,73 m?, n (%) 12 (40)

*Siirekli degiskenler ortanca (aralik) olarak verilmistir.
VKI; beden kitle indeksi, VKI-SDS, beden kitle indeksi standart deviasyon skoru, RRT renal replasman

tedavisi, GFH, glomeriil filtrasyon hizi

Tablo 3. Calisma Grubunun (Hasta-Kontrol) Demografik ve Klinik Ozelliklerinin

Karsilagtirilmasi®

Bobrek Nakli Kontrol

(n=30) (n=25)
Caligma sirasinda yas, yil 16 (7,4 - 20,8) 15,6 (7,6 - 17,7) 0,17
Kiz/Erkek, n (%) 15 (50) / 15 (50) 10 (40) / 15 (60) 0,16
VKI, kg/m? 20,7 (13,6 -39,0) 24,4 (16,2 - 29,6) 0,14
VKi-SDS -0,1 (-2,5-4,0) 1,0 (-0,7 - 1,83) 0,07
Obezite (VKI-SDS >2), n (%) 2(6,6) 0 (0) 0,29

*Siirekli degiskenler ortanca (aralik) olarak verilmistir.
VKI; beden kitle indeksi, VKI-SDS; beden kitle indeksi standart deviasyon skoru

15




4.2. Calisma Grubunun Gaita Mikrobiyota Verileri

4.2.1. Alfa ve Beta Cesitlilik

Her numunenin kendi icindeki bakteri c¢esitliligini yansitan alfa cesitlilik

analizleri (Sekil 2) ve numunelerin birbirlerine gore olan ¢esitliligini yansitan beta

cesitlilik analizlerinde (Sekil 3) hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik

yoktu.

a
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Sekil 2. Hasta ve Kontrol Grubu Karsilastirmal Alfa Cesitlilik Analizleri
a. Shannon analizi (p >0,05) b. Simpson analizi (p >0,05) ¢. Chaol analizi (p > 0,05)
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Sekil 3. Hasta ve Kontrol Grubu Karsilastirmal Beta Cesitlilik Analizleri

a. Bray-Curtis analizi (p= 0,372) b. Jaccard analizi (p=0,309) c. Agirliksiz Unifrac
analizi (p= 0,49) d. Agirlikli Unifrac analizi (p= 0,349)
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4.2.2. Taksonomik Cesitlilik

4.2.2.1. Filum Diizeyi

Nakilli grupta filum seviyesinde Firmicutes (%62,2), Bacteroidetes (%23,6),
Proteobacteria (%4,9), Actinobacteria (%3,4) ve Verrucomicrobia (%5,1) saptandi.
Kontrol grubunda ise Firmicutes (%64,9), Bacteroidetes (%24,1), Verrucomicrobia
(%4,5), Actinobacteria (%3,8) ve Proteobacteria (%2.2) saptandi. Hasta ve kontrol
grubu filum seviyesinde karsilagtirildiginda Verrucomicrobiota’larin (p= 0,022) ve

Proteobacteria’larin (p= 0,034) nakilli grupta anlamli oranda yiiksek bollugu saptandi
(Sekil 4).

100-

Filum

Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Verrucomicrobia
Actinobacteria
Fusobacteria
Elusimicrobia
Tenericutes
Others

75-

50-

Abundance

25-

Sekil 4. Hasta ve Kontrol Grubu Filum Seviyesinde Karsilastirma.

Verrucomicrobiota’larin (p=0,022) ve Proteobacteria’larin (p= 0,034) nakilli grupta anlamli oranda
yiiksek bollugu taksonomik siitiin grafikleri ile gosterilmektedir.



4.2.2.2. Cins Diizeyi

Nakilli grupta cins seviyesinde Faecalibacterium (%17.5), Prevotella (%14.3),
Bacteroides (9%10.6), Blautia (%9) ve Akkermansia (%6) saptandi. Saglikli kontrol
grubunda ise cins diizeyinde; Faecalibacterium (%17.3), Prevotella (%15.2),
Akkermansia (%5.5), Bacteroides (%9.2) ve Blautia (%5) saptandi. Cins seviyesinde
hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda hasta grubunda Akkermansia (p= 0,022) ve
Neisseria (p= 0,034) cinslerinde anlamli oranda artig gézlendi (Sekil 5).
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Blautia B Succinivibrio
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e B Lactobacillus N Bilophila
I - Enterococcus Schwartzia
g 50 B Gemmiger B Neisseria
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< B Streptococcus
B Ruminococcus
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[Ruminococcus]
B Clostridium
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B Gardnerella
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25-

Sekil 5. Hasta ve Kontrol Grubu Cins Seviyesinde Karsilastirilmasi.

Akkermansia (p= 0,022) ve Neisseria (p= 0,034) cinslerinin hasta grupta yiiksek bollugu taksonomik
stitiin grafikleri ile gosterilmektedir.

4.2.2.3. LEFSe Analizi ile Taksonomik Karsilastirma

Hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasindaki bakteriyel kompozisyon
farkliliklarin1 gosteren LEfSe analizi (LDA esik degeri> 2, p <0,05; esik degerin
logaritmik ifadesi ile istatistiksel anlamli p degerlerinin kullanildigin1 gosterir)

verilerine gore hasta grubunda;

[u—
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Sekil 6. Hasta ve Kontrol Grubu Taksonomik Verilerin LEFSe Analizi ile Karsilastirilmasi
(LDA esik degeri > 2, p < 0.05)

. Kontrol



Verrucomicrobia filumu (p= 0,022), Turicibacterecea (p= 0,029), Micrococcacea (p=
0,002) ve Neisseracea (p= 0,034) ailesi artmis bollukta saptandi. Ayni karsilastirmali
analize gore hasta grupta cins seviyesinde Akkermansia (p= 0,022), Clostridium (p=
0,014), Turicibacter (p= 0,029), Rothia (p=0,002), Neisseria (p=0,034), Eggerthella
(p=0,048) ve Atopobium'un (p= 0,021) anlamli bollugu saptandi. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda cins seviyesinde; Roseburia (p= 0,0007), Ruminococcus (p=
0,002), Bifidobacterium (p= 0,037), Coprococcus (p= 0,025), Alistipes (p=0,001),
Catenibacterium (p= 0,022), Lachnobacterium (p= 0,0009), Odoribacter (p=0,001),
Anaerostipes (p=0,002), Butyricimonas (p=0,004) ve Collinsella (p=0,024) hasta
grubunda azalmis oranda bulundu (Sekil 6).

4.2.2.4. LEFSe Analizi ile Hasta Grubu Klinik Ozelliklerine Gore Taksonomik
Karsilastirma

Hasta grubu, disbiyozis agisindan olasi1 riskli gruplar olarak kendi iginde
incelendiginde, uzamis ishal Gykiisii olan 14 hastada Pasteurellaceae ailesi (p= 0,01)

ve Haemophilus genusunun (p= 0,008) anlamli artis1 saptandi (Sekil 7).
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Sekil 7. Uzams Ishal Oykiisii Olan ve Olmayan Hasta Grubunun Karsilastirmasi

Sik tekrarlayan IYE 6ykiisii olan 16 hastada Firmicutes filumu (p= 0,008),
Actinobacteria filumu (p= 0,005), Basilli sinifi (p= 0,014), Enterococcus cinsi (p=
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0,043) ve Corynebacterium cinsi (p= 0,033) bakterilerin anlamli bollugu saptandi
(Sekil 8).

W e
o_Actnomycetales [ (‘)

3
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Sekil 8. IYE Oykiisii Olan ve Olmayan Hasta Grubunun Karsilastirilmasi

Bobrek fonksiyon bozuklugu olup GFH <60 ml/dk/1,73m? hesaplanan 12
hastada Acidaminococcus (p= 0,014) ve Clostridium cinsi (p= 0,028) bakteri
bolluklarinda anlamli artig saptandi (Sekil 9).

B &R0
B ers0
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Sekil 9. GFH <60ml/dk/1,73m2 olan ve GFH >60ml/dk/1,73m2 Hasta Grubunun Karsilastirilmasi
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Rejeksiyon Oykiisii olan sadece 6 hasta olmasina ragmen bu hastalarda
digerlerine kiyasla Acidaminococcus (p=0,002) ve Clostridium (p= 0,036) cinslerinde
artis gozlendi (Sekil 10).

I Rejeksiyon (+)

9__Poptostreplococcaceae_Clostidium

s_Peplostreplococcaceae_Closkidum s_

2
LDA score (log10)

Sekil 10. Rejeksiyon Oykiisii Olan Hasta Grubu
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5. TARTISMA

Calismamizda, bobrek nakli yapilmis ¢ocuk hasta grubunda nakil sonrasi kronik
donemde bagirsak mikrobiyotasinin ¢esitliligi, zenginligi ve genel bilesiminin saglikli
kontrollere gore farklilastigini gosterdik. Bu bulgular, bobrek naklinin tek basina
mikrobiyotada degisikliklere yol acabilecegini gdstermektedir. Hasta ve kontrol grubu
arasinda alfa ve beta cesitliligi agisindan onemli farkliliklar saptanmazken, daha
ayrintili analizler nakilli hastalarin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunda belirgin

degisiklikler oldugunu ortaya koymustur.

Yapilan calismalar, 6zellikle yetiskin bobrek nakli hastalarinda nakil sonrasi
kronik donemde bagirsak mikrobiyotasinin degistigini gostermistir (1,67). Swarte ve
ark. (1) calismasinda nakilli eriskin hastalarda Proteobacteria’larin arttigi ve
Actinobacteria’larin ve 6zellikle biitirat lireten bakterilerin bollugunda azalma oldugu
gostermislerdir. Lee ve ark. (51) calismasinda posttransplant popiilasyonda
Proteobacteria bollugunun arttii, Ozellikle ishalli olgularda Ruminococcus,
Coprococcus ve Dorea tlirlerinin bollugunun azaldigr ve idrar yolu enfeksiyonu
Oykiisii olan transplante hastalarda Enterococcus bollugunun arttigini ortaya
koymuslardir. Yu ve ark. (68) pretransplant ve posttransplant 1. ve 4. haftasindaki
eriskin hastalar ile yapmis oldugu calismada pretransplant grupta Clostridia,
Ruminococcus, Faecalibacterium ve Veillonellaceae bollugunun baskin oldugunu,
posttransplant grupta ise Bacilli ve Enterococcus bollugunun baskin oldugunu
gostermislerdir. Crespo-Salgado ve ark. (69) az sayida ¢ocuk hasta ile yapmis oldugu
calismada bagirsak mikrobiyota degisikliklerini hemodiyaliz, periton diyalizi ve
posttransplant gruplarda karsilastirmis ve posttransplant grupta Bifidobacteria
bollugunda anlamli bir azalig gosterilmistir. Sadece pediatrik hasta grubu ile
yaptigimiz ¢aligmamizda benzer sekilde posttransplant Proteobacteria bollugunun
arttigl, Ruminococcus, Coprococcus, Butyricimonas ve Bifidobacteria bollugunun
azaldig1, IYE 6ykiisii olan nakilli grupta Enterococcus bollugunun arttig1 gosterildi.

Ancak Yu ve ark. aksine ¢alismamizda en az posttransplant 1. yilinda olan ¢ocuk

24



hastalarda istatistiksel anlamlilik olmasa da Faecalibacterium, Veillonella ve

Clostridium bolluklarinda azalis oldugu gosterildi (Sekil 5).

Furusawa ve ark. (70) hayvan deneyleri ile yapmis oldugu calismada lifli
beslenme sonucu kisa zincirli yag asitleri (SCFA) iiretiminin Treg hiicreleri uyararak
sistemik inflamasyonu baskiladigini, inflamatuar bagirsak hastaliklarinda SCFA
diizeyinin ve dolayis1 ile Treg hiicre indiiksiyonunun diisiik oldugunu gdsterdi. Martin
ve ark. (71) yaptigit calismada Firmicutes filumuna ait Faecalibacterium
prausnitzii'deki azalmanin gastrointestinal sistemdeki enflamasyonun bir belirteci
olarak da kabul edilebilecegi gosterildi. Bu iddiay1 destekler sekilde, kistik fibrozis
(72), inflamatuvar bagirsak hastaligi (73—75), hipertansiyon (76), multipl skleroz (77),
obezite (78) ve tip 2 diyabet (79,80) hastalarinda F. prausnitzii yogunlugunda azalma
bildirilmigtir. Calismamizda 6zellikle de Firmicutes filumuna ait Lachnobacterium,
Ruminococceae yogunlugunda anlamli azalmanin yamisira F. prausnitzii
yogunlugunda azalma istatistiksel anlami diisiik olsa da gosterildi. Bu durum
posttransplant en az birinci yilinda olan hastalarimizda devam eden bir enflamatuar

siirecin gostergesi olarak kabul edilebilir.

Eriskin hasta calismalarinda nakil sonrasi ortaya cikan disbiyozisin, diyet
kisithiliklart, uzun donem kullanilan immunsiipresif ve antibiyotikler etkisiyle olustugu
gosterilmistir (81,82). Ozellikle Proteobacteria artisinin disbiyozis ile yakin iliskili
oldugu ortaya konmustur (83). Disbiyozisin greft sag kalimi iizerine etkisi de
bildirilmistir (67). Caligmamizda rejeksiyon dykiisii olan ve olmayan hasta gruplarini
karsilastirdigimizda, Lee ve ark. (51) caligmasinda nakilli erigkin hastalarda
gosterdigine benzer sekilde, rejeksiyon Oykiisii olan grupta filum diizeyinde
Firmicutes yogunlugunda azalma, Actinobacteria ve Proteobacteria, Bacteriodetes

yogunlugunda ise artis gosterdik (Sekil 10).

Gomez ve ark. (84) obezite ile intestinal mikrobiyota iliskisini inceledikleri
caligmada obezitenin mevcut oldugu kisilerde filum seviyesinde Firmicutes, cins
seviyesinde Clostridium ve tiir seviyesinde Eubacterium rectale, Clostridium
coccoides, Lactobacillus reuteri, Akkermansia muciniphila, Clostridium histolyticum

ve Staphylococcus aureus bollugunda artis gosterildi. Calismamizda hasta grupta
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sadece 2 obez ¢cocuk mevcut olsa da tiir seviyesinde Akkermansia muciniphila artmig

bollugu hastalardaki kotii beslenme ge¢misi hakkinda bilgi verebilir.

5.1. Cahismamzin Giiclii ve Kisith Yanlar

Calismamizin en gii¢lii yani, son yillarda klinikteki bilgilerimizi pek ¢ok agidan
giincelleyen bagirsak mikrobiyotasini bobrek nakilli cocukda inceleyen genis kohorta
sahip bir ¢alisma olmasidir. Bunun yam ise tek merkezli, kesitsel vaka-kontrol
calismast olmast ve en az 1 yildir nakilli olan hastalarin mikrobiyota
kompozisyonlarinin hemen nakil sonrast doneme kiyasla daha stabil bir donemi

yansitiyor olmasi ¢calismamizda sayilabilecek diger giiclii yonlerdendir.

Calismamizin en 6nemli kisitlilig biitce yetersizligi sebebiyle yalnizca 55 6rnek
icin 16S rRNA metagenom analizinin karsilanabilmis olmasidir. Yine ayni sebeple
orneklem boyutu nakil oOncesi ve nakil sonrasi akut/kronik donem olarak
genisletilememistir. Bir diger kisithilik hasta ve kontrol grubundaki tim ¢ocuklarda
homojenligi tam olarak saglamak, bagirsak mikrobiyotasini etkileyen dogum sekli,
anne sitii kullanimi, etnik ve kiiltiirel gegmis, beslenme farkliliklart gibi cesitli
faktorler dolayisiyla miimkiin olmamistir. Ancak hasta ve kontrol grubu yas, cinsiyet
ve VKI &zellikleri agisindan benzer secilerek bu negatif yonler ortadan kaldiriimaya

calisilmistir.
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6. SONUCLAR

Bobrek nakilli pediatrik hasta grubunda intestinal mikrobiyota degismekte,
disbiyozis gozlenmektedir. Calismamiza gore hastalar ile saglikli kontrol grubu
arasinda alfa ve beta ¢esitlilik agisindan anlamli bir farklilik yoktu ancak nakilli grupta
bagirsakta hakim olan 4 ana filumun yanisira Verrucomicrobia filumunda artig
gosterildi. Yararli bakteriler arasinda sayilan Butyricimonas genusunun azalip, zararh
bakterilerden Neisserialarin artt1g1 gsterildi. Intestinal mikrobiyota meydana gelen bu
degisimin klinik izlemde ortaya ¢ikan rejeksiyon, uzamis ishaller, sik idrar yolu
enfeksiyonlar1 ve iiremik ortam ile iliskisi gosterildi. Disbiyozis i¢in olasi risk
faktorleri ortaya koyuldu. Hastalarin enfeksiyon donemindeki bagirsak

mikrobiyotalart da dahil edilerek daha dogru ¢ikarimlar yapilabilir.

Calismaya dahil edilen bobrek nakilli ¢ocuklar i¢in son 6 ay igerisinde
enfeksiyon bulgusu olmamasina ragmen saptanan disbiyozisin sebeplerinden birinin
de nakil sonrast yogun immunsiipresif tedaviler ve antibiyotikler oldugu diisiiniildii.
Calismaya nakil sonrasi akut ve kronik donemdeki hastalarin bagirsak mikrobiyota

karsilagtirmasi eklenerek daha kapsamli degerlendirmeler sunulabilir.

Cocuklarda mikrobiyota kompozisyonunda tespit edilen degisikliklerin,
yetiskinlikte oldugu gibi bu déonemde de cocugun bagisiklik sistemini, gastrointestinal
sistemini, metabolizmasin1 ve beyin-bagirsak eksenini etkilerinin 6nemli oldugu
diistintilmektedir. Calismamizda tespit ettigimiz tiim bu degisikliklerin bir neden mi
yoksa sonu¢ mu oldugunu belirlemek ve prognoz iizerindeki etkilerini uzun vadeli
gozlemlemek icin daha genis serilerde c¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.
Gilinlimiizde, yaygin olarak kullanilan prebiyotiklerin, probiyotiklerin ve hatta fekal
mikrobiyota nakillerinin hedefe yonelik ve prognostik degerini belirlemek i¢in daha

genis ve daha kesin verilere ihtiya¢ oldugu agiktir.
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